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^ANTIGENES DERIVES DES FILAGGRINES ET LEUR UTILISATION POUR LE DIAGNOSTIC DE LA 
^ POLYARTHRITE RHUWIATOIDE, 

(5^ L'invention est relative a un antigens artificiel reconnu 
sfJecifrquement par tes auto-anticorps anti-filaggrine pre- 
sents dans le serum de patients attaints de polyarthrite rhu- 
matoide, et constitue par un polypeptide comprenant tout 
ou partie de la sequence d'une unite filaggrine ou d'une 
molecule apparentee, dans laquelle au moins un residu ar- 
ginlne a ete substitue par un residu citrulline. L'invention 
est egalement relative a Tutilisation de cet antigene pour le 
diagnostic de la polyarthrite rtiumatoTde. 
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ANTIGENES DERIVES DES FILAGGRINES ET LEUR UTILISATION 
POUR LE DIAGNOSTIC DE LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE 

La presente Invention est relative a de 
nouvelles preparations d'antigenes specif iquement 
5 reconnus par des auto-anticorps specif iques de la 
polyarthrite rhumatoide . 

La polyarthrite rhumatoide (ci apres abregee 
en « PR x>) est le plus frequent des rhumatismes 
inf lammatoires chroniques. II s'agit d'une maladie auto- 
10 inunune, et le serum des patients atteints cbntient des 
auto-anticorps dont certains sont specif iques, et peuvent 
const ituer un marqueur de cette maladie, permettant son 
diagnostic meme a des stades precoces . Des recherches ont 
done ete effectuees en vue d' identifier des antigenes 
15 reconnus par ces anticorps, afin d'en obtenir des 
preparations purifiees utilisables dans des techniques 
classiques de diagnostic immunologique . 

Des auto-anticorps specif iquement presents 
chez les malades atteints de PR et reagissant avec un 
20 antigene epithelial oesophagien de rat ont etS decrits 
pour la premiere fois par B. J. J. YOUNG et al. dans Br. 
Med. J. 2:97-99, (1979). Ces auto-anticorps ont ete a 
I'epoque denommes "anticorps antikeratines" . 

Lors de precedents travaux, I'equipe des 
25 Inventeurs a obtenu, a partir d' epitheliums malpighiens 
humain et murin, des preparations d'antigdnes apparentSs 
a la filaggrine et a la prof ilaggrine, reconnus 
specif iquement par les anticorps pr§sents dans le serum 
de patients atteints de polyarthrite rhumatoide, et 
30 montr6 que les « anticorps antik^ratines ^ etaient en 
fait des auto-anticorps anti-f ilaggrine (ci-apres 
d^nomm^s « AAF x>) , La Demande EP 0 511 116 decrit ces 
preparations antigeniques, et leur utilisation pour le 
diagnostic de la polyarthrite rhumatoide. 
35 Les filaggrines sont une famille de proteines 

qui a ete identifiee chez diverses especes, entre autres 
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Chez I'homme, le rat, la souris, le cobaye, au niveau des 
epitheliums malpighiens keratinisants [pour revue sur les 
filaggrines, cf. DALE et al. [The Keratinocyte Handbook, 
Cambridge University Press, pp 323-350, (1994)]. Elles 
5 derivent de la dephosphorylation et de la proteolyse d'un 
pr6curseur, la prof ilaggrine, qui est constituee 
essentiellement de domaines repStes de filaggrine s^pares 
par des segments peptidiques interdomaines . 

Le gene codant pour la prof ilaggrine se 

10 compose de sous-xinites repetees dont chacune code pour 
une molecule de filaggrine, separees par des portions 
codant pour les segments peptidiques interdomaines . 
Toutes les unites de repetition codant pour chacune des 
filaggrines humaines ont la mSme longueur (972 paires de 

15 base chez I'homme) ; cependant, chez I'homme, on observe 
des variations importantes (10-15%) de sequence d'une 
sous-unit^ ^ 1' autre. Si la plupart sont conservatives, 
certaines de ces variations induisent des changements 
d'acides amines et dans certains cas des changements de 

20 la charge electrique de la proteine. Ainsi les 
filaggrines humaines forment, independamment des 
modifications post- transcript ionnelles, une population 
h§t^rogene de molecules de taille similaire mais de 
sequences et . de charges (pHi egal ^ 8,3 ± 1,1) 

25 differentes [GAN et al . , Biochem. 29, p. 9432-9440 
(1990) ] . 

La prof ilaggrine est une proteine de poids 
moleculaire elev§ (environ 4 00 000 chez I'homme) soluble 
en presence de fortes concentrations de sels ou d'uree. 

30 Elle possdde une forte teneur en acides amines basiques 
(arginine et histidine) , ainsi qu'.en glycine, serine et 
acide glutamique. Elle est pauvre en acides amines noh 
polaires et ne contient ni methionine, ni cysteine, ni 
tryptophane. Elle est fortement phosphorylee sur des 

35 residus serine, ce qui lui confere un point iso^lectrique 
proche de la neutralite. 



e 

\ 



2752842 



3 

La prof ilaggrine est clivee en unites 
filaggrine au cours d'un processus coraplexe de 
maturation, impliquant une dephosphorylation, suivie d'un 
clivage par des proteases au niveau des segments 
5 interdomaines . Ce clivage genere d'abord des fragments de 
taille interm^diaire, puis les molecules fonctionnelles 
de filaggrine. 

Les filaggrines issues de la dephosphorylation 
et du clivage de la prof ilaggrine sont des proteines 

10 basiques dont le contenu en acides amines est similaire k 
celui des prof ilaggrines . Elles participent a 
1' organisation des filaments de keratine, et subissent 
une maturation progressive au cours de laquelle les 
residus arginine, basiques, sont convertis en residus 

15 citrulline, neutres, sous 1' action de la peptidylarginine 
deiminase [HARDING C.R. et SCOTT I.R., J. Mol. Biol. 170, 
p. 651-G73 (1983)]. Ceci entralne une reduction de leur 
affinite pour les keratines dont elles se detachent ; 
elles sont alors totalement degradees sous 1' action de 

20 di verses proteases . 

Les proprietes des filaggrines et des 
prof ilaggrines ont et§ particulierement bien etudiees 
chez le rat, chez la souris et chez I'homme. La taille de 
la prof ilaggrine varie, selon les especes, de 300 a 

25 40 0 kD et celle des filaggrines de 27 ^ 64 kD. 

Le polymorphisme observe chez I'homme entre 
les sequences des unites filaggrine a I'interieur d'un 
xneme gene de prof ilaggrine n'apparalt pas chez le rat et 
la souris. Les filaggrines presentent en outre une grande 

30 variabilite inter et intra-specif ique au niveau de leur 
sequence. Cette variabilite n'affecte toutefois pas leurs 
proprietes fonctionnelles, ni leur composition globale en 
acides amines, et leurs proprietes biochimiques . De meme, 
les localisations tissulaires de la prof ilaggrine et des 

35 filaggrines sont identiques chez les diff^rents 
mammi feres etudies . 
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En poursuivant leurs travaux, les Invent eurs 
ont constate que la prof ilaggrine presente dans les 
granules de keratohyaline de I'epiderme humain n'etait 
contrairement aux filaggrines, pas reconnue par les 
5 AAFCSIMON et al. Clin. Exp, Immunol. 100, 90-98 {1995)] , 
lis ont alors teste la react ivite des AAF avec de la 
f ilaggrine recombinante, et ont constate que celle-ci non 
plus n'6tait pas reconnue. D' autre part, il avait ete 
precedemment observe que les formes des filaggrines 

10 epidermiques humaines principalement reconnues par les 
AAF etaient les formes acido-neutres decrites par SIMON 
et al. [J, Clin. Invest., 92, 1387, (1993)] et dans la 
demande EP 0 511 116. Le fait que ces foirraes acido- 
neutres correspondent a un stade tardif de maturation de 

15 la f ilaggrine, permettait de supposer que tout ou partie 
des modifications post-traductionnelles intervenant 
jusqu'S ce stade Etaient impliquees dans la formation des 
epitopes reconnus par les AAF. 

Pour verifier cette hypothese, les Inventeurs 

20 ont cherche a reproduire in vitro, a partir de f ilaggrine 
recombinante , ces modi ficat ions post - traduc tionnelles , 
afin de determiner lesquelles etaient susceptibles 
d'influer sur 1' antigenicite de la f ilaggrine. 

lis ont ainsi constate qu'en fait, la 

25 citrullination de la filaggrine suffisait a generer des 
epitopes reconnus par les AAF. En effet, ils ont observe, 
en procedant a la deimination in vitro de filaggrine 
recombinante que le remplacement d'au moins une partie 
des arginines par des citrullines permet I'obtention d'un 

30 antigene reconnu specif iquement par les AAF presents dans 
le serum des patients atteints de PR. 

La presente Invention a pour objet un antigene 
artificiel reconnu specif iquement par les AAF presents 
dans le serum des patients atteints de PR, caracterise en 

35 ce qu'il est const itue par un polypeptide recombinant ou 
de synthese, comprenant tout ou partie de la sequence 
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d'une unite filaggrine ou d'une molecule apparent^e, dans 
laquelle au moins un residu arginine a ete substitue par 
un residu citrulline. 

Au sens de la presente Invention, on entend 
5 par : « unite filaggrine », un polypeptide dont . la 
sequence est celle du produit de traduction de I'une 
quelconque des sous -unites codant pour un domaine 
filaggrine du gene de la prof ilaggrine humaine ou d'une 
autre espece, ou bien est une sequence consensus, 

10 sequence theorique obtenue a partir des sequences des 
domaines filaggrine. 

Au sens de la presente Invention, on entend 
par : « molecule apparent^e » toute molecule ayant au 
raoins un residu arginine susceptible d'etre transforme en 

15 residu citrulline sous 1' action d'une PAD (peptidyl 
arginine deiminase) ; a titre d'exemple, cette PAD peut 
etre une PAD de muscle de lapin, comme le montrent les 
exemples ci-apres. II est cependant a la portee de 
I'homme de I'art de selectionner toute autre PAD 

20 appropriee par de simples essais de routine, en la 
faisant reagir avec la filaggrine humaine non- 
citrullinee. 

Le terme "peptide" tel qu* utilise dans la 
presente Demande signifie notamment proteine ou fragment 

25 de proteine, oligopeptide, extrait, separe ou 
substantiellement isole ou synthetis^, notamment ceux 
obtenus par synthese chimique ou par expression dans un 
organisme recombinant ; tout peptide dans la s.^quence 
duquel un ou plusieurs acides amines de la serie L sont 

30 remplaces par un acide amin^ de la serie D, et vice- 
versa ; tout peptide dont I'une au moins des liaisons CO- 
NH, et avantageusement toutes les liaisons CO-NH de la 
chaxne peptidique est (sont) remplacee(s) par une (des) 
liaisons NH-CO ; tout peptide dont I'une au moins des 

35 liaisons CO-NH et avantageusement toutes les liaisons CO- 
NH est ou sont remplacee(s) par une ou des liaison(s) NH- 
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CO, la chiralite de chaque residu aminoacyle, qu'il spit 
impliqu^ ou non dans une ou plusieurs liaisons CO-NH sus- 
mentionnees, etant soit conservee, soit inversee par 
rapport a\ix r^sidus aminoacyles constituant un peptide de 
5 reference, ces composes etant encore designes 
immunoretroides, un mimotope, etc. 

Des antigenes conformes a 1' invention peuvent 
par exemple §tre obtenus par action de la PAD sur des 
proteines ou des peptides naturels, recombinants, ou de 
10 synthese, comportant des r^sidus arginine ; ils peuvent 
egalement etre obtenus par synthese peptidique, en 
incorporant directement un ou plusieurs residus 
citrulline dans le peptide synthetise. 

Selon xin mode de realisation prefere d'un 
15 antigene conforme a la presente Invention, il est 
constitue par un polypeptide comprenant tout ou partie de 
la sequence correspondant aux acides amines 144 k 314 
d'une unite filaggrine humaine, dans laquelle au moins un 
residu arginine a ete siibstitu6 par un residu citrulline, 
20 ou bien tout ou partie de la sequence correspondant aux 
acides amines 76 ^ 144 d'une unit^ filaggrine humaine, 
dans laquelle au moins un r€sidu arginine a 6te substitue 
par un residu citrulline . 

Un antigene conforme a 1» invention peut par 
25 exemple etre constitug par un peptide comprenant tout ou 
partie de la sequence correspondant aux acides amines 71 
& 119 d'une unite de filaggrine humaine, dans laquelle au 
moins un residu arginine a ete siibstitue par un residu 
citrulline . 

30 La presente Invention a egalement pour objet 

1 ' utilisation des antigenes conformes a 1' invention, tels 
que definis ci-dessus, pour le diagnostic in vitro de la 
PR. 

La presente invention englobe en particulier 
35 des compositions antigeniques pour le diagnostic de la 
presence d' auto-anticorps specif iques de la PR dans un 
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echantillon biologique, lesquelles compositions sont 
caracterisees en ce qu'elles contiennent au moins un 
antigene conforme a 1' invention, eventuel lament marque 
et/ou conjugu6 avec une molecule porteuse. 
5 La presente Invention a egalement pour objet 

un procede de detection des auto-anticorps de classe G 
specif iques de la PR dans un echantillon biologique, 
lequel proced§ est caract§ris6 en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact dudit echantillon biologique avec au 
10 moins un antigSne conforme a 1' Invention, tel que dSfini 

ci-dessus, dans des conditions permettant la formation 
d'un complexe ajitigene/anticorps avec les auto-anticorps 
specif iques de la PR eventuel lement presents ; 

- la detection, par tous raoyens appropries, du complexe 
15 antigSne/anticorps eventuel lement formg, 

Ce procede de detection peut etre mis en 
oeuvre grace a un necessaire comprenant au moins un 
antigene selon 1' Invention, ainsi que des tampons et 
react if s appropries pour la constitution d'un milieu 

20 reactionnel permettant la formation d'un complexe 
antigene/anticorps, et/ou des moyens de detection dudit 
complexe antigene/anticorps 

Ledit necessaire peut egalement comprendre, le 
cas echeant, des echantillons de reference, tels qu'un ou 

25 plusieurs s6rum(s) n^gatifCs) et un ou plusieurs serum(s) 
positif (s) . 

La presente invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
ref^re a des exemples de preparation et de mise en oeuvre 

30 d'antigenes conformes a 1' invention. 

EXEMPLE 1 : REACTIVITE DES SERUMS PROVENANT DE PATIENTS 
ATTEINTS DE POLYARTHRITE RHUMATOIDE SUR LES FILAGGRINES 
EPIDERMIQUES 

On broie ^ I'aide d'un broyeur de type 

35 « potter » electrique un lambeau d'epiderme humain dans 
un tampon a haute concentration en uree (GM) , ce qui 
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permet^ de solubiliser 1' ensemble des filaggrines 
epidermiques . 

Avec cet extrait epidermique, on realise une 
electrophorese bidimensionnelle (gel 8-25% d' acrylamide, 
5 en presence d'uree 6M) ; la lere dimension correspond a 
une iso§lectrofocalisation sur gel dans un gradient de pH 
allant de 5 a 8 et la seconde dimension correspond a une 
Electrophorese en conditions d^naturantes, en presence de 
SDS. Apres electrophorese, lea proteines du gel sont 

10 transferees sur nitrocellulose. 

Les reactions immunologiques sont effectuSes 
selon un protocole classique. 

La membrane de nitrocellulose est incubee 
pendant une nuit a 4^C avec un serum de patient atteint 

15 de PR, dilue au 1/2000, puis les immunoglobulines du 
serum qui ont reagi avec les antigenes fixes sur la 
membrane sont detectees a I'aide d'un anticorps 
secondaire anti-IgG huraaines marque a la peroxydase. La 
revelation en presence du substrat de la peroxydase est 

20 effectuee par la methode ECL {Enhanced Chemi- 
Luminescence, AMERSHAM) selon le protocole pr€conis# par 
le fabricant. 

Dans un deuxidme temps, la meme membrane est 
lavee puis incubee pendant 1 heure et demie a 20 °C, en 

25 presence cette fois de 1' anticorps monoclonal AHFl decrit 
par SIMON et al . [J, Invest. Dermatol. 105, 432, (1995)] 
a \ine concentration de 0,2 |ig/ml, puis d'un anticorps 
secondaire anti-IgG de souris marque a la peroxydase. La 
reaction est revelee par la methode ECL, comme indique 

30 ci-dessus. 

Les resultats sont illustres par la figure 1 : 
L' anticorps monoclonal AHFl reconnait des 
isoformes de filaggrine dont le pHi s'echelonne de 5,8 a 
8,5. En revanche, seules les isoformes dont le pHi 
35 s'echelonne de 5,8 a 7,4, sont detectees par le serum du 
patient atteint de PR 
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Le fait que seules les isoformes les plus 
acides de filaggrines soient detectees, permet de 
supposer que 1' acidification de ces isoformes fait partie 
des modifications post-traductionnelles qui seraient 
5 necessaires a la reconnaissance de la f ilaggrine par les 
anticorps presents dans les serums des patients atteints 
de PR. 

EXEMPLE 2 : DEIMINATION VITRO DE FILAGGRINE 
RECOMBINaNTE PAR LA PEPTIDYL ARGININE DEIMINASE (P.A.D.) . 

10 De la filaggrine recombinante est produite 

selon le protocole suivant : 

Un fragment d'ADN codant pour une unite 
filaggrine est amplifie par PGR, a partir d'ADN genomique 
humain (cellules RAJI : ATCC CCL86) a I'aide des 2 
15 amorces suivantes : 

Amorce 5' : 

5 ' TTCCTATACCAGGTGAGCACTCAT 3 ' 
Amorce 3 ' : 

5' AGACCCTGAACGTCCAGACCGTCCC 3' 

20 Le produit d' amplification est clonS dans le 

site Smal du vecteur pUC19. On precede a la selection des 
clones recombinants, en verifiant la presence d'un insert, 
de 972 pb obtenu apres digestion avec Sad et Xbal . Get 
insert est ensuite sous-clone dans pUG19. L' insert 

25 resultant de ce sous-clonage est ensuite transfere dans 
le vecteur pGEX (commercialise par la societe PHARMACIA) , 
entre les sites EcoRI et Hindlll. Le vecteur d' expression 
ainsi obtenu exprime, dans E. coli, la filaggrine en 
fusion avec la glutathion-S- transferase (GST) , sous 

30 controle du promoteur procaryote Tac. La synthese de la 
proteine recombinante est induite par addition 
d' isopropyl-P-D-galactoside (IPTG) a la culture. 

La filaggrine recombinante ainsi obtenue sera 
denommee ci-apres : « fil-gst ». 

35 On constate apres electrophordse, 1' existence 

de 9 fragments qui resultent d'une proteolyse post- 
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traductionnelle de la filaggrine entiere. Les 
emplacements des differentes coupures generant ces 
fragments sont indiques sur la figure 2. 

Le melange des 9 fragments est soumis a une . 
5 deimination in vitro par la peptidyl arginine deiminase. 

On utilise une preparation de peptidyl 
arginine deiminase de muscle de lapin (681 U/ml) 
commercialis^e par TAKARA BIOMED EUROPE, selon le 
protocole preconise par le fabricant. 
10 Les conditions operatoires sont les 

suivantes : 

- Milieu reactionnel : Tris-HCl 0,1 M, CaCla 
10 mM, DTT 5 mM, pH 7,4 ; 

- Rapport enzyme/ subs t rat : 140 mU/^imole de 
15 filaggrine contenant 10% d' arginine soit 4 mU/^mole 

d' arginine ; 

- Incubation : entre 0 et 60 mn ^ 50 ^'C ; 

- Arret de la reaction : chauffage 3 mn en 
tampon de LAEIVIMLI 

20 On effectue en parallele les 8 reactions 

suivantes . 

(1) BSA (serum albumine bovine) incubee dans 
milieu reactionnel (Ih, 50°C) sans P.A.D. 

(2) BSA incubee dans milieu reactionnel (Ih, 
25 50°C) avec 60 mU de P.A.D. 

(3) fil-gst incubee dans milieu reactionnel 
(Ih, 50°C) sans P.A.D. 

(4) fil-gst incubee dans milieu reactionnel (5 
minutes a 50^0 avec 60 mU de P.A.D. 

30 (5) fil-gst incubSe dans milieu reactionnel 

(15 minutes a 50*'C) avec 60 mU de P.A.D. 

(6) fil-gst incubee dans milieu reactionnel 
(30 minutes a 50^C) avec 60 mU de P.A.D. 

(7) fil-gst incubee dans milieu reactionnel 
35 (Ih a 50°C) avec 60 mU de P.A.D. 
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(8) fil-gst incubee dans milieu reactionnel 
(Ih a 50°C) avec 60 mU de P.A.D. et en presence de 10 tnM 
de N-ethylmaleimide (inhibiteur de la P.A.D.) . 

On depose 1 ^1 de chaque ^chantillon sur un 
5 gel d'electrophorese (gel PHAs/-SDS 12,5%, PHARMACIA), et 
on realise 1' glectrophorese avec I'appareil PHAST- SYSTEM** 
(PHARMACIA) , dans les conditions preconisees par le 
fabricant. Apres transfert sur nitrocellulose, on r§vdle 
soit avec un pool de 5 serums de patients atteints de 
10 PR , dilu6 au 1/2000 (Figure 3a), soit avec I'anticorps 
monoclonal anti-f ilaggrine AHF2 [SIMON et al. J. Invest. 
Dermatol. 105, 432, (1995)] a la concentration de 
0,2 |Lig/ml(Figure 3b). 

Le coirrplexe antigene/anticorps est revele a 
15 I'aide d'un anticorps secondaire couple a la peroxydase, 
par la technique ECL. 

Les resultats sont illustres par la figure 3 
Piste 1 : BSA (1 heure, 50°C) 
Piste 2 : BSA + PAD (1 heure, 50*^0 
20 Piste 3 : fil-gst (1 heure, 50°C) 

Piste 4 : fil-gst + PAD (5 minutes, 50^C) 
Piste 5 : fil-gst + PAD (15 minutes, 50°C) 
Piste 6 : fil-gst + PAD (30 minutes, SO^'C) 
Piste 7 : fil-gst + PAD (1 heure, 50°C) 
25 Piste 8 : fil-gst + PAD + inhibiteur. (1 heure, SO^^'C) 

En 1' absence de reaction de citrullination, la 
fil-gst n'est pas reconnue par les serums de patients 
atteints de PR (Figure 3a, piste 3), alors que dSs 5 
minutes de citrullination (Figure 3a, piste 4) , elle est 
30 detectee par ces scrums. On constate une augmentation de 
la react ivite avec le pool de serums quand on fait agir 
la P.A.D. pendant 60 minutes a 50 °C (Figure 3a, piste 7) . 

- les fragments 1, 2, 3 (bandes reperees par 
des points) de la fil-gst sont fortement reconnus, apres 
35 citrullination, par les serums de patients atteints de 
PR. Les fragments 4 et 5 (bandes reperees par des 
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asteriques) sont ^galement reconnus. Ces resultats 
peirmettent de supposer gu' il existe un ou plusieurs 
epitopes de forte affinity dans la raoiti^ COOH-terminale 
de la filaggrine (144 a 314) , cet epitope etant repete 
5 entre les positions 76 et 144. 

- I'anticorps monoclonal AHF2 reconnaxt tous 
les fragments de fil-gst, citrullinee ou non. 

EXEMPLE 3 : SPECIFICITE DE LA RECONNAISSANCE DE LA FIL- 
6ST CITRULLINEE PAR LES SERUMS 

10 Dans une premiere serie d' experiences, (Figure 

4a) on compare la reactivite de la fil-gst non 
citrullinee (fil-gst seule, 30 minutes a 50°C) et de la 
fil-gst citrullinee par la P.A.D. 30 minutes a 50*'C avec 
des serums humains composes de : 

15 - scrums de personnes normales : T(2) et .T(3) 

- serums de patients atteints de PR presentant 
des titres elev6s en AAF detect es par immune transfert sur 
les variants acido-neutres de la filaggrine humaine, et 
par immunofluorescence indirecte sur cryocoupes 

20 d'oesophage de rat : PR(6)et PR(8) . 

- anticorps anti- filaggrine purifies a partir 
du serum d'\in patient atteint de PR par chromatographle 
d'af finite, sur une colonne greffee avec les isoformes 
acido-neutres de la filaggrine humaine : AAF. 

25 Un contr61e positif est aussi realise avec 

1' anticorps monoclonal AHF2, 

Dans une seconde serie d' experiences (Figure 

4b) , on conf irme la reactivite de la fil-gst citrullinee 

avec une plus large serie de serums : 
30 - 4 serums temoins : T(4) 

- 4 serums de patients atteints de PR ne 
presentant pas d'AAFs detectables en immuno- transfert ou 
en immunofluorescence indirecte : PR (4) 

- 9 serums de patients atteints de PR avec des 
35 titres eleves en AAF (trois d' entre eux (*) ont ete aussi 

testes dans la premiere serie d' experimentations) :PR(9) 
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- des anticorps anti-f ilaggrine purifies par 
chromatographie d'af finite, sur une colonne greff^e avec 
les isoformes acido-neutres de la filaggrine, a partir 
d'un pool de serums de 40 patients atteints de PR : AAF 

5 - les anticorps monoclonaux AHF (1-7) , 

Les scrums sont utilises k la dilution de 
1/2000 / les anticorps anti-f ilaggrine purifies par 
chromatographie d'af finite sont utilises §l la 
concentration de 4 jig/ml ; les anticorps monoclonaux sont 
10 utilises a la concentration de 0,2 |ig/ml 

Les resultats sont les suivants : 

La citrullination de la filaggrine 
recombinante est necessaire pour la reconnaissance par 
les AAFs des scrums de patients atteints de PR (14 serums 
15 positifs sur 14 la reconnaissent) ; 

- les auto -anticorps anti-f ilaggrine, purifies 
par chromatographie d'af finite a partir des serums de 
patients atteints de PR, montrent la meme reactivite sur 
fil-gst citrullinee que les serums de patients atteints 

20 de PR (reconnaissance des fragments correspondant aux 
bandes 1 a 5) , Ceci montre que ce sont bien les AAF 
presents dans ces serums qui reconnaissent la fil-gst 
citrullinee . 

EXEMPLE 4 : CITRULLINATION DES PEPTIDES S-47-S ET S-35-R 
25 PAR LA P.A.D, ET ESSAI DE LA REACTIVITE DES PEPTIDES 
CITRULLINES . 

Le peptide de 49 acides amines S-47-S de 
sequence (code 1 lettre) : 

NH2 - STGHSGSQHSHTTTQGRSDASRGSSGSRSTSRETRDQEQSGDGSRHSGS - COOH 
30 correspondant aux acides amines 71 a 119 de la 

sequence d'une unite de filaggrine humaine, et comportant 

6 residus arginine, et 

le peptide de 37 acides amines S-35-R de 

sequence (code 1 lettre) : 
35 NH2 - SQDRDSQAQSEDSERRSASASRNHRGSAQEQSRDGSR- COOH 
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correspondant aiix acides amines 155 a 191 de 
la sequence d'une unite de filaggrine humaine, et 
comportant 7 residus arginine, ont ete prepares par 
synthese peptidique. 
5 Ces 2 peptides, ainsi que la fil-gst, ont etS 

citrullin^s par action de la pendant 30 minutes a 

50°C, dans le meme milieu react ionnel que celui indique a 
I'exemple 2. Les conditions specif iques pour chaque 
peptide, et pour la fil-gst sont les suivantes : 
10 - peptide S-47-S : 4 mU/|imole arginine 

- peptide S-35-R : 2,7 mU/p,mole arginine 

- fil-gst : comrae indique a I'exemple 2. 

On compare, par « dot -blot », la react ivite de 
chaque peptide et celle de la fil-gst, avant et apres 
15 action de I'enzyme, vis-a-vis de I'anticorps monoclonal 
AHF4, et du serum d'un patient atteint de PR. 

Les conditions operatoires sont les 

suivantes : 

0,5 ]xg par depot de chaque antigene 
20 (peptides, fil-gst, variants acido-neutres de la 
filaggrine (VAF) ) 

- Traitement de la nitrocellulose 45 minutes a 
80 avant immunodetection. 

- serum PR utilise a la dilution de 1/2000 ; 
25 anticorps monoclonal AHF4 utilise a una concentration de 

0 , 2 Jig/ml 

Les resultats sont illustres par la Figure 5, 
qui montre que : 

- AHF4 reconnait le peptide S-47-S et la fil- 
30 gst citrullin^s ou non mais ne reconnart pas S-35-R, 

citrulline ou non. 

- S-47-S est reconnu, apres citrullination, 
par le serum du patient atteint de PR, alors que S-35-R, 
citrullin^ ou non, n'est pas reconnu. Le meme serum 

35 reconnaxt par ailleurs les VAF et la fil-gst citrullin^e, 
mais ne reconnait pas la fil-gst non-citrullinee . 
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REVENDICATIONS 
1) Antigens artificiel reconnu specif iquement 
par les auto-anticorps anti-f ilaggrine presents dans le 
serum de patients atteints de polyarthrite rhumatoide, 
5 caracterise en ce qu'il est constitue par un polypeptide 
recombinant ou de synthese, comprenant tout ou partie de 
la sequence d'une unite f ilaggrine ou d'une molecule 
apparent§e, dans laquelle au moins un r§sidu arginine a 
ete substitue par un residu citrulline. 
10 2) Antigene artificiel selon la revendication 

1, caracterise en ce qu'il comprend tout ou partie de la 
sequence correspondant aux acides amines 144 a 314 d'une 
unite f ilaggrine humaine, dans laquelle . au moins ; un 
residu arginine a 6t6 substitue par un residu citrulline, 

15 ou bien tout ou partie de la sequence correspondant aux 
acides amines 76 a 144 d'une unite f ilaggrine humaine, . 

3) Antigene artificiel selon la revendication 

2, caractSrise en ce qu'il est constitue par un peptide 
comprenant tout ou partie de la sequence correspondant 

20 aux acides amines 71 a 119 d'une unite de f ilaggrine 
humaine, dans laquelle au moins un residu arginine a et^ 
substitue par un residu citrulline. 

4) Utilisation d'un antigene selon une 
quelconque des revendications 1 a 3 pour le diagnostic in 

25 vitro de la polyarthrite rhumatoide. 

5) Composition antigenique pour le diagnostic 
de la presence d' auto-anticorps specif iques de la 
polyarthrite rhumatoide dans un echantillon biologique, 
caractSrisee en ce qu^elle contient au moins un antigene 

30 selon une quelconque des revendications 1 a 3, 
gventuellement marque et/ou conjugue avec une molecule 
porteuse . 

6) Precede de detection des auto-anticorps 
specifiques de la polyarthrite rhumatoide dans un 

35 echantillon biologique, lequel precede est caracterise en 
ce qu'il comprend : 
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- la mise en contact dudit echantillon bioLogique avec au 
rtioins un antigene selon une quelconque des revendi cat ions 
1 cl 3, dans des conditions permettant la formation d' ion 
complexe antigene/anticorps avec les auto- ant icorps 

5 specifiques de la polyarthrite rhumatoide ^ventuellement 
presents ; 

- la detection, par tous moyens appropries, du con5)lexe 
antigene/anticorps eventuel lenient forme, 

7) N§cessaire pour la detection des auto- 
10 anticorps specifiques de la polyarthrite rhumatoide dans 
un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
conprend au moins un antigSne selon une quelconque des 
revendications 1 3, ainsi que des tampons et reactifs 
appropri§s pour la constitution d'un milieu reactionnel 
15 permettant la formation d'un complexe antigSne/anticorps, 
et/ou des moyens de detection dudit complexe 
antigene/anticorps . 
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